Biologie Cellulaire 


Chapitre 1 : Culture de la cellule eucaryote 

I. Historique 

Sources carbone, sources azotes, sels minéraux. Pour les eucaryotes supérieurs, il faut rajouter 
notamment des vitamines, des acides aminés essentiels, et des facteurs de croissance 
spécifiques. On est capables de créer des milieux de cultures pour faire croitre tous les types 
cellulaires. 

Les premières études datent de la fin du 19 eme siècle, Harrisson (1907) et Carrel (1912) ont 
réussi à mettre en culture d’ex -plans sur du plasma coagulé. Ensuite, Mr Sabin, 20 ans plus tard 
(1936), s’est intéressé au tissu embryonnaire. Il a réussi à cultiver le virus de la ? , et on en a 
déduit un intérêt médical. Plus tard, Enders (1945) a développé ces cultures de virus, et il les a 
développés sur diverses origines virales et tissulaires. Enfin, en 1952, Dulbecco a mis au point 
une technique qui permet de cultiver non plus un ex -plan, mais bien un plan, à partir de cellules 
dispersées. Associé à Younger, ils ont utilisé des enzymes pour casser des protéines qui 
interviennent dans l’interaction cellule-cellule. Ils ont mis au point une solution de protéases, 
la trypsine, et ainsi chaque cellule peut adhérer au support, et se développer. Ils ont donc 
développé le système de verre neutre et des milieux de culture. 

On est aujourd’hui capables de reconstituer une peau, en faisant une culture. 

C’est un outil de choix pour beaucoup d’études. 

II. Avantages 

On peut avoir une source continue de cellules identiques les unes aux autres. Ces cellules sont 
facilement manipulables, et elles peuvent être congelées. La congélation n’affecte pas du tout 
le matériel génétique. Ce n’est pas vrai pour l’entretien de cellules. La cellule est une source 
d’étude en elle même. 

ITT. Les différents besoins pour une culture cellulaire in vitro 

Chaque type cellulaire a des besoins particuliers. Il faut des substrats pour le métabolisme 
énergétique, des vitamines, des sels minéraux, des ions inorganiques. Il faut imposer des 
paramètres physiologiques, donc on ajuste la température, le pH, l’osmolarité et le potentiel 
redox. On s’arrange pour que le milieu de culture ne contienne pas d’éléments cytotoxiques 
(attention aux concentrations). Il faut enfin une source de facteurs de croissance, de 
différenciation. Ils viennent soit du sérum fœtal ou ils sont identifiés chimiquement. Il faut un 
support physique. 

A. Les nutriments de faible poids moléculaire 

Le nutriment est une substance qui rentre dans les cellules et elle est utilisée comme substrat 
pour une biosynthèse, ou alors elle peut être catalyseur des réactions du métabolisme. Dans ce 
listing on a d’abord les ions, ils peuvent jouer un rôle de cofacteurs indispensables, et un rôle 
physiologique indispensable, ils interviennent dans la régulation du potentiel redox et de la 
pression osmotique. Il faut donc du sodium, du potassium, du calcium, du magnésium, du chlore 
et du phosphate, et un peu de zinc, de fer, de sélénium et de manganèse, en concentrations très 
faibles. On n’a pas de détermination très précise de ces éléments. On a de plus besoin de sucres, 
la plupart du temps de sucres à 6 carbones, type glucose et galactose. On a besoin aussi d’acides 
aminés, dont les 10 que l’on ne peut synthétiser : arginine, histidine, isoleucine, leucine, lysine, 
méthionine, thréonine, tryptophane, valine. En plus, in vivo, il y a 3 acides aminés qui ne sont 
synthétisés que par certains types de cellules : cystéine, glutamine, tyrosine. Il en reste 7 qui 
peuvent être synthétisés par toutes les cellules. Pour plus de simplicité, on les apporte tous en 
milieu de culture. 

On amène de plus les vitamines, dont la biotine, l’acide folique, l’acide ascorbique, la choline, 
etc. et toutes les vitamines ont été listées (a noter pour compte rendu de TP). Il faut ensuite des 


sources de purine et de pyrimidine. On met simplement de l’adénine et de la thymidine, pour 
synthétiser le reste. 

Il faut des sources de lipides, type cholestérol et acide oléique. 

Nombre cellules 



Acide ascorbique 

DMEM : Dulbecco modified Eagle medium : milieu qui peut faire croitre la plupart des cellules, 
milieu le plus courant. 

B. Sérum 

Ce sérum est une soupe de protéines qui sont des facteurs de croissance, des facteurs de 
différenciation, et des facteurs d’attachement indispensables à la croissance cellulaire in vitro 
et in vivo. On ne connaît pas, aujourd’hui, la composition exacte du sérum. On a utilisé des 
milieux définis. Ils ont été établis par toutes les connaissances acquises sur la nature du sérum. 
Malheureusement, il existe des types cellulaires qui ne poussent pas sur ces milieux. Le sérum 
a donc encore des éléments mystérieux, non encore définis. Peu de cellules poussent sur des 
milieux définis. On utilise des sérums fœtaux et adultes. Plus le sérum est jeune, plus il est 
riche. Le sérum idéal est le sérum fœtal, mais certains facteurs de croissance présents vont 
changer l’évolution de certaines cellules. Suivant l’étude, il faut bien choisir le sérum à utiliser, 
pour ne pas changer l’expression génique de la cellule. 

La plupart de cellules croissent dans du sérum fœtal de veau. Donc le sérum contient des 
facteurs essentiels tellement importants qu’ils ont été conservés au cours de l’évolution. 
Toutefois, il existe certains paramètres qui ne pourront être contrôlés que par des facteurs de 
croissance de même origine. 

Ces facteurs sont des protéines de faible poids moléculaire, elles font de 6 à 30 kDa. Ils sont 
capables de réguler la croissance et la différenciation via des récepteurs soit membranaires soit 
cytoplasmiques, soit nucléaires. A la différence des hormones, la plupart des facteurs agissent 
sur des cellules voisines. On peut avoir un type cellulaire, par exemple les fibroblastes, ils 
peuvent produire leurs propres facteurs (FGF) et il agit sur la croissance des fibroblastes. Donc 
un fibroblaste le produit, et il agit sur le fibroblaste voisin. On a établi des familles de facteurs 
de croissance : 

- FGF 

NGF (nerve Growth factor) 

EGF (epidermal GF) 

PDGF (plateled GF = plaquettes) 

- TGF p (T cell GF p) 

Etc. 

Tout ceci agit sur la croissance. Les 4 premiers agissent sur la croissance cellulaire. Le TGF P 
induit un arrêt de croissance. 

Le FGF agit sur les fibroblastes, mais pas que. Il agit aussi sur la croissance d’autres types 
cellulaires. De même, l’EGF agit sur d’autres types cellulaires. Les noms sont déterminés à 
partir de leur purification. Mais ce n’est pas restrictif. Le NGF est par contre spécifique. 

Dans le sérum, on est sûrs d’avoir un magma de tout ceci. Il y a en plus les facteurs 
d’attachement comme la fibronectine, le collagène. 

Il existe les facteurs de différenciation. En général, une cellule totipotente est capable de se 
multiplier infiniment. Cependant, plus elle se spécialisera, moins elle pourra se multiplier. 


Souvent les facteurs de différenciation provoquent une inhibition de la croissance. Il existe 
différents cas. 

Des cellules qui croissent facilement en milieu défini sont les cellules d’insecte. Leur culture 
est donc très facile. 

C. Nécessité physiologique 

On veut reproduire les conditions in vivo, in vitro : 

La température (37°C pour les mammifères, 25 pour les insectes) 

Le pH (identique à celui de la cellule, entre 7,15 et 7,45) donc on utilise un tampon 
Le CO2 (de 3 à 10%, moyenne à 5%) en présence d’eau donne du bicarbonate (CO2+ 
H2O -» HCO3- + H + ) qui va contrer l’augmentation de pH de l’activité des cellules. 
Cependant, en cas de trop forte acidification, le milieu devient toxique. Il faut donc 
changer le milieu tous les 3 jours. Dans le milieu il y a un indicateur coloré, rose au bon 
pH, jaune à trop forte acidité. 

L’humidité doit être conservée, sinon les concentrations sont augmentées, on arrive aux 
conditions cytotoxiques 

D. Nécessités cellulaires 

Les besoins des cellules sont les suivants : 

Une cellule n’est jamais seule, on ne peut donc pas ensemencer une seule cellule dans une 
boite. Elle ne proliférera pas, elle a besoin d’interaction par l’intermédiaire de protéines- 
protéines ou protéines-récepteur. Ces infonnations sont indispensables pour l’entrée en 
quiescence, sans ces informations, la cellule entre en apoptose. Il y a donc besoin de 
contacts. Si l’on ne connaît pas le type cellulaire, on ensemence un milieu au tiers. On laisse 
d’abord des espaces, qui seront comblés car les cellules peuvent migrer, ou modifier leur 
morphologie, pour établir des contacts. Les facteurs de croissance autocrine, diffusables, 
doivent être produits et trouver un récepteur. Si la concentration en cellules est trop faible, 
les facteurs ne trouveront pas de récepteur, et donc il n’y aura pas de croissance. En général, 
les cellules que l’on étudie sont anormales, elles n’ont pas besoin d’énormément de signaux 
pour proliférer, comme les normales. La cellule cancéreuse est la cellule qui devient 
indépendante. Plus elles sont cancéreuses, plus elles ont un pouvoir de prolifération, et plus 
elles perdent leur spécialisation. Les cellules qui peuvent se multiplier seules sont les 
cellules qui provoquent les cancers généralisés, elles ont perdu tout besoin de signaux. 

E. Besoin d’un support d’adhérence 

In vivo les cellules sont collées et établissent des contacts. De plus, elles interagissent avec la 
matrice extracellulaire qui est un ensemble de protéines qui sont produits par certaines cellules, 
et qui va combler tous les trous des organes. Cette matrice soude les cellules entre elles et elle 
joue un rôle dans les systèmes de migration. Elle joue aussi un rôle dans l’hydratation des 
cellules et dans les phénomènes de différenciation, de mort, car elle transporte les signaux. Elle 
joue donc un rôle essentiel dans la prolifération cellulaire. Sans matrice, la cellule ne sait pas 
quoi faire. Les cellules vont adhérer aux supports plastiques, en absence d’interaction totale, 
sur boites plastiques traitées spécialement, les cellules peuvent croitre. 

Une cellule cancéreuse à l’état ultime est autonome, elle n’a pas besoin de support. 

Ces contacts sont plus importants pour certains types cellulaires. Les cellules nerveuses ne 
prolifèrent pas sur du plastique traité spécialement. Il faut apporter un pseudo élément de la 
matrice extracellulaire, il faut rajouter de la poly lysine. 

Cette matrice est produite par des cellules spécialisées et notamment par des fibroblastes et des 
cellules épithéliales. Les fibroblastes peuvent faire de la fibronectine, ce qu’elles font en 
interaction avec le plastique. Grâce à ça, elles peuvent entrer en division. D’autres types de 
cellules peuvent produire du collagène. On peut directement mettre du collagène en présence 
de fibroblastes, et le fibroblaste va interagir avec le collagène, orienter les fibres, et mimer une 
structure dans la boite de pétri. 


Lorsque l’on a des cellules in vivo qui ont une morphologie, on peut deviner le type cellulaire. 
Quand ces cellules sont dispersées, la morphologie disparaît, car l’interaction n’est plus. 

IV, Les différents types cellulaires 

A. Classification cellulaire 

1. Le caryotype 

On va regarder si la cellule est diploïde ou haploïde, si elle est aneuploïde (1 Chl, 3 Ch2. . .) ou 
hétéroploïde (4Ch2 au lieu de 2). Ces caractéristiques ne se modifient pas beaucoup au cours 
des divisions. Il existe d’autres anomalies chromosomiques, type cassure, translocation. . . 
Quand on a isolé des cellules et obtenu une lignée, on doit caractériser au point de vue 
génomique ce qu’il se passe. 

2. Immortalité 

On lui attribue aussi un potentiel de multiplication. Une cellule a un âge, un pouvoir de 
prolifération arrêté. In vitro, la cellule peut se diviser une lOOaine de fois. On pense que ce 
potentiel est le même in vivo. On pense que ceci est dû aux télomères (séquences répétées aux 
extrémités des chromosomes). La télomérase corrige cette perte, mais il n’y en a que dans les 
cellules embryonnaires très jeunes. Cette activité est perdue par la suite. Dans les cellules 
cancéreuses, cette activité est réactivée. La cellule cancéreuse a un âge inconnu, il n’y a pas 
d’horloge mitotique. Une cellule cancéreuse est immortalisée, ce phénomène est le premier 
paramètre qui apparaît dans la transformation cancéreuse. On caractérise la cellule par son 
immortalité, à 90 divisions, la durée de cycle d’une cellule augmente, c’est la sénescence, 
ensuite vient l’apoptose. A partir de 60 divisions, on peut avoir une idée de l’immortalité ou 
non de la cellule. Si elle devient immortelle, cette culture devient une lignée établie. 

3. La différenciation 

Différentes cellules expriment des facteurs de différenciation. Au cours de cette différenciation, 
des protéines vont s’exprimer, d’autres s’éteindre, il faut donc suivre l’expression de certaines 
protéines. Pour la suivre : on prend une cellule immature, pluripotente et on identifie ses 
facteurs de différenciation, en vérifiant qu’on a une lignée pure, si l’on ne veut qu’un type 
cellulaire. Attention, totipotente : cellule très jeune qui peut se différencier en n’importe quel 
type cellulaire Pluripotente : le potentiel de différenciation est plus restreint Cellule 
immature -> Antigènes A exprimés par le pré -hépatocyte A grâce à un facteur de différenciation 
A -> Antigènes B exprimés par le pré-hépatocyte B grâce à un facteur de différenciation B, 
plus d’antigène A hépatocyte mature. On peut ainsi déterminer le type cellulaire. 

4. Nécessité d’un support d’adhérence 
On place la culture sur boite, et on voit si elle pousse. 

5. Inhibition de la division par contact cellulaire 

La cellule prolifère in vitro jusqu’à occuper l’ensemble de la surface de la boite. Quand c’est 
fait, la cellule reçoit un signal qui arrête les divisions, via le noyau. C’est un contrôle présent 
dans toutes les cellules normales. Les cellules cancéreuses perdent ce signal. Pour vérifier que 
la cellule est normale, on regarde si elles prolifèrent les une sur les autres dans la boite de pétri. 
Les fibroblastes en l’état de confluence font une apoptose, ne supportant pas la quiescence, 
contrairement aux cellules épithéliales. 

6. Cellules malignes au stade ultime 

Quand on met des cellules d’un type particulier dans un système hétérologue (cellules humaines 
dans un rat, par exemple), on regarde si elles développent une tumeur. Dans le cas où elles 
continuent de proliférer dans l’organe hétérologue, elles vont induire des tumeurs. Ces 
injections se font dans un animal qui n’a plus de timus, souvent ce sont des souris Nude, elle 
n’a plus ni défenses immunitaires, ni poils. La cellule qui se développe en organe hétérologue 
a tous les autres paramètres définis précédemment. 


B. Type de cultures cellulaires 

1. Culture primaire 

La culture primaire, c’est la première culture de cellules établie à partir d’un ex -plan. On choisit 
un organe, qu’on prend spécifiquement, et on disperse les cellules pour les ensemencer. On 
obtient une population cellulaire très homogène. Attention aux fibroblastes qui contaminent les 
cultures. On met cette population dans les conditions optimales à sa croissance, et les pires pour 
les fibroblastes. Pour cultiver des fibroblastes, on se met en milieu pauvre. 

Notre culture primaire est à décoller avec de la trypsine, et on la dilue en 3 boites de milieu 
optimal. On aura ainsi de plus en plus de nos cellules, et de moins en moins de contaminants. 
Nos cellules ont fait environ 3 divisions. On compte alors un passage. On a donc effectué le 
premier passage. On fait la même chose avec 3 boites par boite, on a donc 9 boites, et on 
considère à ce stade que l’on a des cultures pures primaires. Elles sont dites à p2, 2 eme passage. 
La culture est dite primaire de l’ex-plan à la mort des cellules de départ, donc environ du 20 eme 
passage à la mort cellulaire. 

2. Lignées cellulaires 

Par opposition aux cultures primaires, elles ont une durée de vie illimitées, elles ont dérivé, 
acquis des mutations génétiques, et notamment l’immortalisation. Elles proviennent soit de 
cultures primaires, gardées en culture, et au 30 eme passage, elles sont toutes mortes, sauf celles 
ayant fait une mutation spontanée. Certains gènes sont impliqués. Souvent, on n’est parti que 
d’une cellule qui a fait des mutations spontanées. 

Les mutations induites se font aussi sous l’effet d’agents mutagènes (UV, Osmium, virus 
transformant). L’autre façon de faire est de partir d’ex-plans de tumeurs. On peut avoir 
différents clones cellulaires. 

Les premières cellules mises en culture sont les cellules de la lignée Hela, mises en culture à 
partir de cellules cancéreuses d’utérus, d’une dame qui s’appelait Hélène quelque chose. 

Les cellules 3T3 sont des cellules de souris qui ont muté sans qu’on sache pourquoi, mais elles 
sont très stringentes, elles ne contrôlent pas leur quiescence, et il faut les diviser au tiers tous 
les 3 jours. 

Les cellules Vero sont des cellules de singes, qui ont muté à cause du virus SV40. 

Déjà in vivo, le potentiel de division cellulaire varie en fonction de son type cellulaire. Par 
exemple, des tissus comme la peau, la muqueuse gastrique, les ovaires, les testicules, prolifèrent 
de façon très abondantes, et donc il est aisé de les mettre en culture. 

Des tissus qui prolifèrent mais lentement sont le poumon, le foie, le rein, l’endothélium 
vasculaire et les glandes endocrines. 

Les tissus qui ne prolifèrent pas sont les muscles, les os, et le système nerveux. 

Plus le potentiel de division est fort, plus la culture est facile. Pour le mesurer, on peut 
incorporer de la thymidine tritiée, qui, lors de la réplication de l’ADN, sera incorporée. On 
pourra déterminer le taux de cellules en phase S, et donc le potentiel de division. 

On peut aussi incorporer de l’iodure de Propidium, agent intercalent dans l’ADN, et de même 
qu’avant, on détermine encore le pourcentage de cellules en division. 

3. Le clonage cellulaire 

Une cellule seule est incapable de proliférer (voir plus haut), sauf la cellule devenue 
cancérogène de dernier stade. Cependant, on peut quand même faire du clonage, avec des 
cellules qui sont disposées à un faible taux dans la boite, et si elles sont engagées dans la voie 
de cancérogénèse. En tout cas, même si on ensemence à faible stringence, on aura de faibles 
contacts et échanges, mais on aura quand même prolifération. 

Avec un anneau de clonage, on isole une population issue d’une ou 2 cellules, et on met dedans 
de la trypsine (agent protéique), et on pourra les mettre en croissance dans des puits de petite 
taille, puis de plus en plus gros, et enfin en boite de pétri. 

Avec un marquage, on peut vérifier que l’on a une population issue d’un clone cellulaire. 


L’autre façon de faire, toujours avec des cellules cancérogènes, se fait en milieu semi solide, 
qui permet de laisser passer les nutriments, mais pas de faire migrer les cellules. Les protéines 
peuvent diffuser, mais les cellules sont emprisonnées, isolées, et s’il y a des agrégats, il ne faut 
pas les utiliser, et si la cellule a la capacité de se multiplier, on va avec une pipette récupérer 
uniquement une colonie. Cependant, il faut que les cellules n’aient besoin que de messages 
diffusibles. 

Ces techniques ne sont pas adaptables à tous les types cellulaires, il faut qu’elles soient engagées 
sur la voie de cancérogenèse. 

4. Les hybrides cellulaires 

On va faire des cellules chimériques, issues de 2 types cellulaires distincts. En général, 2 
cellules identiques ne fusionnent quasiment jamais. Toutefois, il existe des virus qui provoquent 
des effets cytopathogènes (nocif, toxique), c’est de provoquer des syncitia, des cellules qui vont 
fusionner entre elles. On peut le faire sans virus, mais avec du polyéthilèneglycol. 

On aura tout d’abord des fusions de la membrane plasmique, et dans un deuxième temps, les 
noyaux vont fusionner. La cellule aura alors 2 fois plus de matériel génétique. Si les 2 cellules 
sont identiques, on appelle cela simplement un syncitium, mais si les 2 cellules sont différentes, 
on fonne ce que Ton appelle un hétérocaryon. 

Deux applications ont été largement utilisées : 

a) Les hybrides cellulaires inter-espèces 

On peut former un hétérocaryon avec des cellules humaines et de souris. On a utilisé cette 
technique pour séquencer le génome humain. On met ensemble des cellules humaines et des 
cellules de souris. En présence de PEG, il y a fusion, et la cellule de souris va se multiplier, et 
on va perdre progressivement les chromosomes humains. On arrive à un stade ou Thétérocaryon 
ne contiendra plus qu’un chromosome humain. 

On utilise des souris résistantes à une drogue A, et le chromosome humain choisi (exemple : 
19), pour lequel il existe des enzymes spécifiques, et on fera alors une sélection positive du 
chromosome intéressent, par les enzymes spécifiques. Parmi tous les chromosomes de souris, 
on identifie le chromosome humain par la séquence répétée Alu. 

b) 

Les hybridomes sont des hétérocaryons entre une cellule de lymphocyte qui va produire les 
anticorps donnés et une lignée de lymphocytes, qui est, de par sa nature, immortelle. On peut 
alors produire l’anticorps de façon illimitée, de par le caractère immortel de la cellule de la 
lignée. 

On en fait des cultures en plaque à puits, avec une cellule unique par puits. De leur immortalité, 
il n’y a pas de problème de croissance. Ensuite, on fait un test Elisa, on met la protéine qui nous 
intéresse, et on regarde sur quelle cellule ça marche, le clone est intéressant. On Ta alors de 
façon monoclonale et illimitée. 

Chapitre 2 : l’adhérence cellulaire 

Dans notre organisme, les cellules sont toutes prises dans des tissus bien définis. La plupart des 
cellules sont organisées en tissus, dans lesquels elles vont adhérer les une aux autres, mais aussi 
aux matériaux extracellulaires. Un cas extrême est représenté par les cellules de la peau. 
L’adhérence permet une intégrité des organes et des organismes. On va alors régler des 
activités, comme la migration cellulaire, la croissance, la différenciation et l’organisation tri- 
dimentionnelle des organes au cours de la croissance. 

Chez l’adulte, ces phénomènes sont très importants dans la coagulation du sang, dans la 
cicatrisation, et dans l’élimination d’agents infectieux. Ce sont des rôles bénéfiques, mais il 
existe des maladies, qui résultent d’erreurs. Par exemple, dans l’infarctus du myocarde, dans 
les cancers... 

3 classes de molécules interviennent : 

Les molécules d’adhérence aux substrats extracellulaires (SAM) : ce sont des molécules 
qui interviennent dans la liaison des cellules à la matrice extracellulaire. 


Les molécules d’adhérence cellulaire (CAM) : servent à l’adhérence cellule-cellule 
Les molécules de jonction cellulaire : interviennent dans la communication cellule- 
cellule 

I. La matrice extra cellulaire 

A. Adhérence des cellules au substrat extracellulaire 

1. Définition 

C’est un réseau organisé constitué de différents matériaux, qui constituent la matrice 
extracellulaire. Les cellules vont alors soit adhérer sur cette matrice, soit s’enchevêtrer dans la 
matrice. C’est ce qu’on observe dans le derme profond. 

Cette matrice va être produite par des cellules spécialisées. Par exemple les fibroblastes 
produisent la majorité de la matrice extracellulaire du tissu conjonctif. Les chondroblastes vont 
eux synthétiser la matrice extracellulaire du cartilage. Les ostéoblastes constituent celle des os, 
les synoviocytes celle des cellules synoviales. A chaque type de matrice, un type de cellule 
correspond. 

La lame basale est une couche assez épaisse sur laquelle les cellules reposent, elle va entourer 
les cellules musculaires et adipeuses, et est à la base des cellules épithéliales. Elle maintient la 
polarité des cellules épithéliales, elle intervient dans les chemins de migration des cellules. Elle 
forme une barrière physique. Elle empêche l’accès de macromolécules. Elle empêche la sortie 
de molécules. Elle joue aussi un rôle de filtre, notamment au niveau du rein. 

Elle détermine l’aspect physique du tissu. Par exemple, les tendons doivent être très résistants 
à la tension. Les os doivent être très durs. Le cartilage doit être résistant mais flexible. La cornée 
doit être très transparente. 

2. Composition 

On retrouve des polysaccharides, des Glycosaminoglycannes associés à des protéines, pour 
donner des protéoglycanes. Dans ces protéines, on a le collagène et l’élastine, qui sont 2 
protéines qui interviennent dans la structure de la matrice. Les glycoprotéines, comme la 
fibronectine, la laminine, sont impliqués dans l’organisation de la structure. 

a) Les collagènes 

On a identifié 15 types de collagènes. Ils sont très abondants chez les mammifères, ils 
représentent % à 1/3 des protéines du corps. Ils sont principalement produits par les fibroblastes 


et par les cellules épithéliales. 

Tvnps de collagène - . — 

Type 

Chaînes 

Structure 

Localisation 

| 

od (I), a2(l) 

•Fibrillaire 

Peau, tendon, os, etc. 

[J 

al (II) 

Fibrillaire 

Cartilage, humeur vitreuse 

III 

al(III) 

Fibrillaire 

Peau, muscle, etc. 

IV 

al (IV), a2 (IV) 

. Non fibrillaire 

Toutes les membranes basales 

V ' 

al(V),a2(V),a3(V) 

Fibrillaire 

La plupart des tissus interstitiels . 

VI 

al(VI),a2(V[),a3(VI) , 

Fibrillaire 

La plupart des tissus interstitiels 

VII 

al (VII) 

Non fibrillaire 

Fibrilles d’ancrage 

VIII 

al (VIII) 

? 

Certaines cellules endothéliales 

IX 

al(lX), a2(lX),a3(IX) 

? 

Cartilage 

X 

al G0 

? 

Cartilage hypertrophique et minéralisé 

XI 

al(XI), a2(XI), a3(XI) 

Fibrillaire 

Cartilage 

XII 

al (XII) ) 

? 

Peau, tendon 


jÿaprès K. Kuhn, iivR. Mayne et R.E. Burgeson, eds., Structure and Fonctions of Collagen Types, Académie Press, 1 987, p. 2. 


Le plus important est le collagène de type I, les I, II et III se retrouvent dans les tissus 
conjonctifs. Ils sont constitués de 3 chaines, 2 ai et 1 ai. 

Ils vont s’enrouler sur une petite hélice de 1,5 nm de diamètre et de 300 nm de long : 

Ils correspondent à une longueur de 1000 acides aminés. On a une sécrétion sous cette forme. 
Plusieurs triples hélices vont se ponter les unes aux autres, on obtient la fibrille de collagène 
(10 à 80 fois la taille d’une 


Un type particulier est le collagène IV, c’est le seul à ne pas former de fibrille. Il est localisé 
dans les lames basales. 

Dans une fibrille de collagène, on a des triples hélices qui se mettent les unes à coté des autres, 
et l’espace qui les sépare fait toujours 67 nm. Cet espace est décalé, mais il n’y a pas de creux. 

On aura une résistance très importante à la tension, c’est ce qu’on retrouve dans les tendons. 
Pour la cornée, il y aura une organisation différente du collagène, les fibres se plaçant 
perpendiculairement les unes aux autres. 

Chaque structure a une organisation différente. 

b) L ’élastine 

C’est une molécule qui se resserre. On en a besoin pour les poumons, vaisseaux sanguins et 
peau. Il y a un fort taux de cellules élastiques, leur structure est aléatoire. On a un repliement 
différentiel avec une probabilité équivalente et des cinétiques très rapides. Il y a un phénomène 
de relâchement et d’étirement. Si une matrice n’était constituée que d’élastine, ça serait du 
caoutchouc, donc on trouve quand même des fibres de collagène, qui vont garder la forme de 
la structure. On ne trouvera que des fibrilles de collagène très longues. L’étirement est limité 
par ce collagène. Une fibre d’élastine est 5 fois plus élastique que le meilleur élastique chimique 
fabriqué par l’homme. 


c) Les protéoglycanes 

Ce sont des molécules qui contiennent essentiellement des sucres. On a un noyau protéique au 
milieu, sur lequel sont greffés des résidus glycoaminoglycanes. 

On les appelle GAG. Ce sont des disaccharides, de structure ABABA. La structure des A et B 
est différente et varie en fonction des GAG. Ils sont fortement chargés négativement, et ils vont 
fixer un grand nombre de cations divalents qui à leur tour vont attirer des molécules d’eau, et 
en présence de GAG, on aura des structures très hydratées, des sortes de gels. La structure 
résiste à la compression. La dureté varie en fonction de la concentration en collagène et GAG. 


Le cartilage a un pourcentage très élevé de protéoglycanes. Il y a des agrégats de 
protéoglycanes. 

Les protéoglycanes se fixent sur une chaine d’acide hyaluronique grâce à des protéines de 
liaison. Dans le cartilage, on a des fibrilles de collagène, des amas de protéoglycanes, et il n’y 
a pas de communication entre les structures. 

Ces protéoglycanes interviennent aussi en embryogenèse, car ils vont être produits par des 
cellules spécifiques et donner des informations pour la croissance cellulaire. En effet, par 
exemple, dans les neurones, il y a des cellules de Schwan, qui ne peuvent être produits sans 
protéoglycanes. Il y a donc interaction avec des facteurs, et transduction des cellules voisines. 

d) Les glycoprotéines 

(1) La fibronectine 

C’est une protéine dimérique, synthétisée par différents types de cellules : les fibroblastes, les 
chondrocytes, les cellules endothéliales, et certaines cellules épithéliales. C’est une molécule 
d’adhérence générale. Elle pennet aux cellules d’adhérer à des supports très variés, notamment 
au collagène et aux protéoglycanes. 

C’est 2 chaines polypeptidiques reliées par des ponts disulfures à l’extrémité COOH terminale. 
Plutôt du coté COOH terminal, on note la présence de sites de liaisons aux intégrines, RGF, 
Arginine, glycine, asparagine. Du coté NHo tenninal, il y a 2 sites de fixation au collagène, et 
2 à l’héparine, fibrine. Il y a encore un domaine de fixation à l’héparine, du coté COOH 
terminal, et un domaine de fixation à la fibrine. 
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Domaine de liaison aux intégrines, 
RGD, arginine, glycine, asparagine 

Lors de la gastrulation, les cellules mésodermiques migrent sur des voies qui contiennent de la 
fibronectine. 


(2) La ténascine 

Elle ressemble beaucoup à la fibronectine, elle est exprimée de façon transitoire pendant 
l’embryogenèse. Elle permet la fixation de certaines cellules en cours de différenciation, par 
contre, quand les cellules arrivent à leurs stades terminaux, elles n’adhèrent plus à la ténascine. 
Elle sert à la régulation de l’expression de molécules fibronectine like. 

(3) Laminine 

Composant important de la lame basale, composée de 3 polypeptides. 
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Elle joue un rôle dans l’assemblage de la matrice, et dans l’adhérence cellulaire. On a pu vérifier 
qu’elle intervient dans les phénomènes de migration dans certains types cellulaire. 

II. Interactions cellule-matrice extracellulaire 

A. Les intégrines 

1. Structure 

Ce sont les interactions qui font qu’elle change de forme. Ces interactions sont possibles 
Ce sont les récepteurs qui ont été les premiers trouvés car ce sont les récepteurs à la fibronectine. 
On les nomme intégrine, car on sait que si on les enlève, l’intégrité du tissu est altérée. Elles 
jouent donc un rôle dans l’intégrité structurale des tissus, ils sont pratiquement présents sur 
toutes les cellules. 

Elles interagissent avec la MEC, et aussi avec des protéines. 



Ce sont des hétérodimères, une chaine a à gauche et une chaine p. La partie intracellulaire est 
petite, c’est la partie extracellulaire la plus grande. La chaine a est fonnée de 2 chaines 
polypeptidiques, elle fixe les ions divalents, Ca 2+ . La région P contient 4 domaines riches en 
cystéine. Ce complexe va se lier à la séquence RGB de la fibronectine, mais aussi ces intégrines 
peuvent agir avec les autres glycoprotéines. 
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L’intégrine va interagir avec la fibronectine ou la laminine, et au niveau intracellulaire, la sous- 
unité P va interagir avec des éléments intennédiaires, la vinculine ou la taline. 

On peut avoir des modalités d’interaction qui varient en fonction de l’ion divalent. On connaît 
actuellement 24 formes de chaines a et 9 formes de chaines p. On arrive à une vingtaine 
d’intégrines différente. Chaque tissu présente une combinaison d’intégrine particulière. On peut 
classer ces intégrines en sous familles. Les intégrines de type Pi et P 3 qui sont spécialisés dans 
l’adhésion des molécules et de la MEC. 

Les P 2 présentes sur les leucocytes sont impliqués dans les interactions avec l’endothélium. Ils 
interviennent dans l’adhésion cellule-cellule. Ce sont donc des CAM. 



La pi forme des dimères avec au moins 12 sous unités a. Le plus fréquemment, ce sont les 
récepteurs de type as Pi qui se fixent à la fibronectine, alors que (X6 Pi se fixe à la lignine. Cette 
Pi est très importante, car les souris qui n’en ont pas meurent. 

P 3 joue un rôle au niveau des plaquettes sanguines. 

TABLE 1 9-6 Some Types of Integrins 
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2. Le rôle physiologique des intégrines 

Intervient dans la forme de la cellule, la molécule extracellulaire se fixe et on va avoir des 
contacts importants. Quand il y a formation des axones, on peut la stimuler par la laminine, et 
via des intégrines, obtenir une morphologie de biosynthèse. Elles interviennent dans le 
déplacement cellulaire. 


tibrinogen 

« laminin 


Les intégrines jouent un rôle dans les processus de différenciation cellulaire. Dans le cas des 
cellules épithéliales mammaires, si on les cultive sur du plastique, en présence de prolactine, il 
ne se passe rien, ou si on les cultive sur un milieu avec du collagène, les cellules vont interagir 
avec la MEC, et une glande va se constituer, et produire le lait qui sera stocké dans cet espace. 
Les intégrines peuvent jouer un rôle direct en modifiant le pH, la concentration intracellulaire 
en calcium, la concentration en protéines G, et en protéine Rho. On peut avoir une modification 
de l’expression des intégrines, suite à une modification des signaux intracellulaires. 

Les intégrines peuvent être sous forme active ou inactive 

Dans le cas de la formation d’un caillot sanguin, les plaquettes sanguines changent de 
comportement, elles vont se coller à la matrice extracellulaire, et notamment au collagène. Ces 
liaisons vont changer les intégrines de confonnation, qui vont adhérer fortement au fibrinogène. 
Ainsi, le fibrinogène va interagir avec d’autres plaquettes, et on aura alors un amas qui va se 
former grâce à ces interactions fortes. 

Dans le cas des kératinocytes, ils vont se différencier et migrer de la couche profonde à la 
couche superficielle. Ces changements sont dus à une perte de liaison entre les intégrines et le 
collagène et les laminines, et donc les cellules vont se détacher. Ce sont des processus 
classiques, normaux. 

Dans la maladie de Glanzmann, ces individus ont une déficience de la sous-unité [L de la 
fibronectine. Ils ne peuvent pas faire de caillot sanguin. Dans le cas de l’ostéoporose, une 
intégrine, l’as P 3 reste exprimée trop longtemps sur les ostéoclastes, qui sont des cellules qui 
vont dégrader les cellules de l’os, et on a donc une dégradation des cellules osseuses. En 
médecine, on essaie de trouver des ligands. Dans le phénomène de cancer, on a aussi une 
anomalie au niveau des intégrines, et donc là on perd l’expression des intégrines, si bien que 
ces cellules ne vont plus interagir avec la matrice cellulaire, et ils pourront interagir où ils 
veulent. 

Les intégrines interagissent aussi dans les tumeurs. Ce sont les intégrines qui vont favoriser la 
croissance des cellules endothéliales. 

B, Contacts focaux et émidesmosomes 
1. Contacts focaux 

Quand on met des fibroblastes sur une boite de culture, ces cellules rondes vont entrer en contact 
avec la surface et devenir plate, en interagissant bien avec la boite. Ils n’interagissent pas avec 
les fibrogènes, mais en certains points spécifiques. Ces points sont des points focaux. Ce sont 


les points d’accrochage de la cellule sur son support. Au niveau de ces points, on a des clusters, 
qui sont des regroupements (av Pi). Plus une cellule présente de contacts focaux, moins elle va 
migrer. Ceci se passe aussi chez l’individu. Au niveau des tendons, les cellules musculaires 
s’attachent aux tendons par l’intermédiaire de ces contacts focaux. 

2. Émidesmosomes 

Ils correspondent à des contacts très puissants entre la matrice et la cellule, à la base des cellules 
épithéliales. Elles ont une très forte résistance au tiraillement. L’intégrine ici est avi P 4 . 



Le pemphigus bulbeux est une maladie auto-immune, le sujet développe des anticorps dirigés 
contre les cellules des émidesmosomes. L’interaction ne se fait plus, et il y a un décollement de 
l’épiderme, formant des sortes d’ampoules. 

ITT. Adhérence cellule-cellule 

Les chercheurs ont pris des ex -plans, et ils les ont replacés en culture. Si l’on met 2 types 
cellulaires qui viennent de 2 organes différents, on aura un regroupement des cellules, suivant 
leur type, qui interagiront entre elles seulement. Elles sont donc capables de se trier. 

Une expérience assez simple consiste à mettre au fond de la boite un type cellulaire, et ensuite 
on rajoute des cellules marquées radioactivement. On fait alors des lavages. Si les 2 types sont 
totalement différents, il n’y aura que peu de radioactivité après les lavages. Par contre, si les 2 
types sont les mêmes, il y aura après lavage une radioactivité maximale. 

A. Les molécules d’adhésion 

On connaît 4 familles de molécules d’adhésion, donc on a les sélectines, des protéines qui 
appartiennent à la superfamille des immunoglobulines, les intégrines, et les cadhérines. 
L’adhésion intercellulaire peut se faire de différentes façons. Si on a interaction entre 2 
molécules de même famille, on appelle ça une liaison homophilique. Par contre, si c’est entre 
2 molécules de famille différente, on appelle ça une liaison hétérophilique. 

Si on a interaction entre 2 cellules de même type, on a une adhésion homotypique. Si c’est entre 
2 cellules différentes, on l’appelle hétérotypique. 

1. Les sélectines 

C’est une famille de glycoprotéines membranaires, et ces sélectines vont reconnaître et interagir 
avec des groupements glucidiques, qu’on retrouve sur d’autres protéines. Les lectines sont des 
protéines qui reconnaissent un groupement sucré. Les sélectines interviennent dans les liaisons 
hétérophiliques et hétérotypiques, et elles dépendent du calcium. 

Un exemple très connu et qui représente l’essentiel de leur rôle : elles interviennent dans la 
première étape (rolling) d’adhésion des leucocytes aux vaisseaux sanguins. Ces interactions 
sont spécifiques, mais faibles. C’est une étape transitoire. 


On a mis en évidence 3 types de sélectines, du fait de l’endroit où on les a trouvées. La sélectine 
E, intervient dans l’adhésion et la migration des neutrofines dans l’endothélium. Cette sélectine 
ne sera présente sur l’endothélium qu’à un moment précis. Il faut donc une stimulation de 
l’endothélium par des cytokines, ou par des toxines bactériennes. 

La sélectine P a été retrouvé dans les plaquettes, ou dans des cellules endothéliales. Elles 
doivent être stimulées, notamment par la trombine. Elle est liée à des problèmes d’hémostase 
in vivo. 

La sélectine L a été découverte dans les membranes de lymphocyte, et elle intervient dans le 
phénomène de domiciliation (homing) des lymphocytes dans les ganglions lymphatiques. 

2. Les protéines de la superfamille des immunoglobulines 

Ces protéines d’adhésion ont une forte homologie avec les ? Mais elles n’ont qu’une chaine. 
Cette protéine Ncam a été beaucoup étudiée, car elle a été ? 

Elle est présente à la surface de toutes les cellules du SNC, mais sa concentration varie en 
fonction de la différenciation du tissu. On la retrouve aussi dans le SNP, qui provient des 
cellules de la plaque neurale. Quand ces cellules vont migrer, pendant la migration elles vont 
perdre leur capacité de former le Ncam, mais plus tard, quand elles se regroupent en ganglion, 
elles retrouvent leur capacité. On les retrouve aussi dans les cellules gliale, mais les matures ne 
l’expriment plus. 

Cette protéine a été retrouvée dans d’autres types de tissus, on la retrouve notamment au niveau 
des muscles, de l’épithélium II et au niveau des gonades. 

La force d’interaction dépend de sa nature. Dans la fonne embryonnaire, les molécules 
contiennent beaucoup de modifications dues à l’acide sialique. Cet acide sialique a l’interaction 
entre 2 molécules Ncam. Ces interactions sont faibles, et donc on pourra avoir des migrations 
cellulaires pendant l’embryogenèse. Les modifications entrainent un renforcement des 
interactions, les cellules ne pouvant plus migrer. Ncam n’est codé que par 1 gène, mais il 
existe ? 

On peut faire une protéine de 180 kDa, la plus courante chez les matures. On en a une de 140 
kDa, à forme cytoplasmique plus courte. Enfin, une de 120 kDa n’a plus de ? 

L’expression de ces Ncam varie en fonction de ? 

La forme embryonnaire des Ncam est retrouvée même après la naissance au niveau des régions 
du cerveau qui vont continuer à se développer. 

Il existe plein d’autres protéines de la famille des immunoglobulines, environ 30 à 40 qui sont 
adhésives, et la plupart d’entre elles sont exprimées au niveau du système nerveux. Certaines 
interagissent de façon hétérophilique, comme les Icam. 

Les intégrines peuvent interagir avec les cam. 

Elles ont souvent des ai et des P 3 . 

3. Les cadhérines 
Les cadhérines nécessitent du calcium. 

La cadhérine E est exprimée dans les cellules embryonnaires très précoces, dès le stade 1 
cellule. Elle n’est ensuite plus exprimée jusqu’à la fonne adulte, où on la retrouve dans ? 

La cadhérine N se trouve dans les neurones, elle s’exprime pendant la gastrulation, et ensuite 
les cellules vont perdre son expression. 

La cadhérine P est exprimée dans les cellules placentaires abondamment. 

Ce sont donc des protéines qui ont un rôle important dans l’embryogenèse. 

On a des interactions homophiliques 

Les caténines interviennent, elles sont au nombre de 3 (a, P et y). La caténine a ressemble 
beaucoup à la vinculine, et la P ressemble beaucoup à la desmoplakine, protéine des 
desmosomes. 

Ces cadhérines interagissent avec le cytosquelette, et donc elles vont pouvoir interagir dans 
l’interaction inter cellule. On aura alors un point de contact cellulaire très important. Ils sont 


très importants pour l’embryogenèse, et dans les cellules cancéreuses, on a une modification 
d’expression de ces cadhérines. 

B. Les jonctions intercellulaires 

1. Les jonctions intermédiaires {zonula adherens) 

Ces jonctions sont présentes à différents endroits de l’organisme, et on les retrouve dans les 
épithélia de l’intestin, où elles fonneront des ceintures. Ces jonctions sont distantes de 20 à35 
nm. 


2. Desmosomes ( macula adherens) 

Sous forme de disques dans les épithélia. 

Au niveau des plaques, on a 2 types de protéines, qui sont les desmocollines et les desmogléines. 
Elles vont interagir avec les cadhérines et les filaments intermédiaires. 

3. Jonctions serrées {zonula occludens) 

Ce sont des jonctions étanches que l’on retrouve au coté apical de la cellule épithéliale. Elles 
sont dires serrées, car l’espace intercellulaire est totalement rempli par une protéine appelée 
occludine. 

4. Jonctions communicantes 

Elles permettent les communications, mais il n’y a pas de fusion. Chaque membrane présente 
un connexon, qui est une sorte de canal, et dans la membrane voisine, on trouve un autre 
connexon. Chacune des membranes restent intactes. Ce connexon est un complexe protéique 
de 6 unités, il fait 10 pm de long, et traverse la membrane de part en part. Il fait 0,5nm de 
diamètre et est appelé annulus. On aura des sites de fixation des 2 cytoplasmes entre cellules. 
Des petites molécules de maximum lkDa peuvent passer. Ce sont des canaux non sélectifs. 
Passent des ions, de l’AMPc, du calcium, il y aura donc transmission de signaux. 

On les trouve dans les muscles, dans l’utérus, dans les cellules endothéliales, dans le cœur, etc. 
Ce sont les jonctions GAP. Elles jouent un rôle important dans l’embryogenèse. 

C. Rôle physiologique des jonctions 
On prend l’exemple de l’inflammation. 

Quand il y a phénomène d’inflammation, il faut qu’il y ait une migration spécifique. 

On a une interaction transitoire. . . Suite au rollin, on aura interaction des ?... 

Ensuite, on aura une liaison des intégrines avec un Icam présent sur les cellules endothéliales, 
cette interaction est très forte, le leucocyte ne migre plus, sa forme est modifiée, et le leucocyte 
pourra passer à travers le vaisseau sanguin, et à travers les cellules épithéliales, et il pourra jouer 
son rôle. C’est la diapédèse. Tout ceci doit être très contrôlé. 

Les cadhérines s’expriment de moins en moins à mesure que le cancer s’exprime, elle pourra 
migrer. La cadhérine E est elle surexprimée, et pourra interagir et migrer, et continuer sa 
croissance intracellulaire. 

Chapitre 3 : Régulation du cycle cellulaire 

I. Cycle cellulaire 

Chez les eucaryotes il y a 2 phases, l’interphase et la mitose, l’interphase durant 90% du cycle. 
Le cycle dure entre 16 et 24 heures. Il ne faut pas oublier qu’on a une phase GO, hors cycle, et 
variable en durée. C’est la phase de quiescence. Dans Tinterphase, si l’on ne parle pas de la 
mitose, on a la phase G1 = GAP = intervalle. Elle dure environ 12 heures (sur un cycle de 24 
heures). C’est la phase la plus longue, et c’est celle qui varie le plus. Chez l’embryon elle dure 
1 heure, et chez la cellule hépatique, elle dure 1 an. Elle constitue l’état critique du site, les 
cellules qui ne peuvent pas entrer en G1 restent en GO. Cette phase G1 est un élément très 
important, on va préparer le matériel nécessaire à la phase S. Cette phase S dure environ 8 
heures, on commence par répliquer la chromatine, et on termine par l’hétérochromatine. La 
phase G2 commence quand la S finit et est nécessaire à la mitose, elle est courte, elle ne dure 


que quelques heures, et dans les cellules embryonnaires très précoces elle n’existe pas. Chez 
certains types cellulaires, elle est plus longue. La cellule grossit, et double presque de taille. 
Ensuite intervient la mitose. 

On a des points de contrôle en Gl, en G2 et en ? Il faut qu’il y ait des facteurs de croissance. 
De plus, un contrôle au niveau de la taille de la cellule se fait, il faut une taille minimale de la 
cellule. On a donc un point start, et un point R (restriction). Le point R est le point de départ ou 
la cellule, une fois passée, n’a plus besoin de facteurs de croissance, elle peut aller au bout de 
son cycle. 

Le point start est un eu plus restrictif. Il correspond à l’entrée en phase S. On est un peu plus 
loin dans le cycle. Tous les éléments doivent être présents pour que la cellule puisse passer. 
Mais souvent, si le point R a été passé, le point start sera passé facilement. Au point start, la 
cellule qui détecte une anomalie essaie de réparer, pour aller au bout. S’il y a trop d’anomalies, 
elle entre en apoptose. Au point R, elle ne fait que regarder si tout le matériel est là. 

In vitro, en mettant des cellules en milieu sans sérum, on peut contrôler leur départ en Gl . Elles 
se synchronisent. On rajoute alors le sérum, et toutes les cellules entrent en Gl en même temps. 
On aura donc un premier cycle synchrone. Cependant, dès le 2 eme , certaines prendront du retard, 
et donc on ne sera plus synchronisés. In vivo, il est plus difficile d’avoir une synchronisation. 
Mais on peut en avoir suite à des émissions de signaux de différenciation. C’est impossible en 
prolifération cellulaire in vivo. 

II. Mécanismes biochimiques du contrôle du cycle cellulaire 

1. MPF - SPF 

Fusion de cellules à différents stades de division. Ils ont pris une cellule en métaphase et Ton 
fusionnée avec une cellule en G2. L’hétérocaryon a alors un noyau qui reste en métaphase, mais 
l’ADN de la cellule qui était en G2 se condense. La cellule est entrée en phase N. Donc cet 
hétérocaryon a permis d’apporter un facteur qui a permis d’entrer en mitose. On Ta appelé 
MPF : maturation promoting factor. 

On prend une cellule en métaphase fusionné à une cellule en G 1. On a l’équivalent de 2N 
chromosomes, et T ADN de cellule en phase N reste en phase N, et T ADN en Gl se condense. 
Une in formation est passée, le MPF était présent. Donc on a bien un facteur cytosolique 
diffusible, le MPF, qui permet cette entrée en phase N. 

Existe-t-il un SPF, facteur qui pennet le passage à la phase S ? 

On prend une cellule en phase S fusionnée à une G 1, et on a une réplication de T ADN dans le 
noyau qui était contenu dans le noyau de la phase Gl. On reprend ensuite la même chose, mais 
avec G2, où il y a déjà 2 fois le matériel, mais il ne se passe rien, il n’y a pas de réplication de 
l’ADN. Donc soit le SPF tout seul ne suffit pas, soit il y a un inhibiteur du SPF présent dans les 
cellules en phase G2. 

2. Système d’étude : levure 

La levure est un organisme unicellulaire, eucaryote, qui se reproduisent rapidement, et qui ont 
un génome de petite taille (10 7 paires de bases). Elles peuvent vivre sous 2 fonnes : haploïde 
(N chromosomes) ou diploïde dans le cas d’une fusion, et donner 2N chromosomes. On a alors 
des caractères dominants et récessifs, suivant le cas. 

Saccharomyces cerevisiae a été étudié et on a pu suivre toutes les phases du cycle cellulaire. La 
phase G2 est très courte et peut parfois être absente. 

Schizosaccharomyces pombe est une levure fissipare, elle se coupe en 2. Elle ressemble plus à 
ce qu’il se passe chez les mammifères. Il faut que la cellule en G2 soit suffisante pour que la 
cellule entre en mitose. La seule différence est qu’il n’y a pas de cassure de l’enveloppe 
nucléaire lors de la division. Chez ces levures on a pu trouver des mutants thermosensibles (qui 
n’ont un comportement différent qu’à haute température), ils sont bloqués à un stade particulier 
du cycle cellulaire. Ces mutants sont appelés des mutants cdc (=cell division cycle). On en a 
trouvé environ 70. 


On a pris des levures haploïdes, et on regarde si le diploïde peut faire un cycle nonnal à haute 
température. On a alors 1 gène muté, qui empêchait le passage par une phase particulière, et le 
gène 2, qui empêchait un autre passage de phase. On regarde alors si l’on a complémentation. 
Si non, c’est le même gène, muté dans les 2 cas. 

Le mutant cdc2 est bloqué aussi bien en Gl-S qu’en G2-N. 

Cdc, ce sont des mutants de levure, on a gardé les mêmes noms pour les gènes mutés. Cdc2 
représente le gène qui permet la transition de phase. Chez le mutant cdc2, le gène cdc2 est muté. 
Les xénopes ont des étapes de développement facilement visualisables. On prend donc l’œuf 
de xénope, et on a recherché si le gène cdc2 existe. On l’a trouvé, et c’était le gène p34. Cdc2 
est le gène ancêtre de p34. On l’a alors recherché chez les mammifères, et on l’a trouvé, c’est 
le gène cdkl. Ce gène a été conservé car il joue un rôle essentiel dans le développement 
cellulaire. Si l’on prend des cellules mutantes cdc2, et que l’on apporte des gènes humains cdkl, 
la levure pourra faire ses transitions de phase. Il y a donc bien une conservation nucléotidique. 
Les fonctions de ménage, touchées chez certains mutants, qui interviennent dans la synthèse de 
nucléotides, dans la synthèse de protéines de base, etc., peuvent être mutées. 

3. Les cyclines et cdk 

Ces complexes protéiques sont constitués de 2 éléments essentiels, une sous-unité catalytique 
- qui est une protéine qui appartient à la famille des protéines-kinases, et même des tyrosine- 
thréonine kinase - et une sous-unité régulatrice - une cycline, qui n’a pas d’activité 
enzymatique. Cette cycline permet d’activer la sous-unité catalytique, quand la cycline est liée. 
Les cyclines sont des protéines présentes dans les cellules de façon cyclique. Elles sont 
présentes en phase Gl, et uniquement. Donc la protéine kinase qui va se fixer à la cycline, ne 
sera active qu’en phase Gl. Par contre, les cdk sont présentes de façon quasi constante dans la 
cellule. 

Cdk : cyclin dépendant kinase 

L’expression des cyclines est cyclique, à l’expression de la cycline D, elle apparaît en Gl, et 
est présente tout au long du cycle cellulaire. Dans la cellule, on a de nombreuses cyclines, et de 
nombreuses cdk. Une cycline interagit avec plusieurs cdk, et vis versa. Mais les interactions 



Il faut que la demi-vie de la cycline soit très courte. Les cdk qui se lient aux cyclines seront 
active dans les phases d’expressions des cyclines. 



Thr ou tyr 
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La cycline a 2 domaines fonctionnels : 

La cycline box, qui fait 10 acides aminés, a un site de reconnaissance et de liaison de la 
cdk, et participe à l’activation de l’activité catalytique de la cdk 

La destruction box, qui fait environ 8 acides aminés, a un motif très conservé, présent 
dans quasiment toutes les espèces, implique la destruction de la cdk, et présente une 
séquence riche en lysine, ubiquitine s’y fixe et alors la protéine est reconnue par le 
protéasome qui la détruite 

Les cdk sont des sérines, thréonines kinases, dépendantes des cyclines. Les complexes vont 
phosphoryles les substrats particuliers, qui ont alors un effet direct, ou alors ils vont encore 
phosphoryles d’autres substrats, des cdk peuvent réguler l’activité d’autres cdk. 

Il ne suffit pas qu’une cycline se lie à une cdk pour qu’on ait une activité enzymatique. Il faut 
déjà que ce complexe soit phosphorylé, il va donc subir des phosphorylations, et des 
déphosphorylations. Dans toutes les cdk, on a 3 acides aminés très importants : la thréonine en 
position 14 et 161, sur la cdkl, et généralement, et une tyrosine en position 15. Ces 2 acides 
aminés peuvent être phosphorylées et déphosphorylées. Il faut que la cycline soit phosphorylée 
à des endroits particuliers, et il faut enfin des petites protéines régulatrices, qui sont des cks. 
Par exemple, pour la cdkl, c’est la protéine p9, qui fait 9kDa. 

Il existe des protéines inhibitrices, cki, qui peuvent agir de 3 manières : 

Soit ils interagissent avec les cdk et provoquent des problèmes stœchiométriques 
Soit ils se lient ailleurs sur ces complexes, changement structural, ce site n’est plus 
fonctionnel 

Ils peuvent déphosphoryler un paramètre qui doit être phosphorylé 
La concentration en cycline est le dernier paramètre, quand on n’a que peu de cycline, l’activité 
est faible. 

4. Un exemple : le MPF 

Cette protéine, c’est la cdc2, la cdc28, la p34, la cdkl. Donc le MPF, c’est la protéine cdkl, qui 
est liée à la cycline B et à la petite protéine p9. 

La cycline B doit être phosphorylée. Elle doit d’abord être phosphorylée par une kinase : la 
cycline B kinase. Au début de la phase G2, quand elle apparaît, elle est phosphorylée. Ensuite, 
elle sera phosphorylée par le MPF, ce qui amplifie le signal. Elle s’accumule progressivement, 
et pourra se lier à la cdkl qui est déjà là. Elle sera phosphorylée sur la thréonine 161 par la 
CAK. La cak est une cdk activating kinase. C’est une kinase qui active la cdk, et c’est elle- 
même une cdk. C’est la cycline H associée à la cdk7 et associée à une petite protéine appelée 
MAT1. 

Elle est aussi phosphorylée par une autre kinase weel, sur la tyrosine 15 et thréonine 14. Une 
autre kinase fait la même chose : Mytl. 

En fin de phase G2, on a cette cdk phosphorylée sur ces 3 acides aminés, mais inactive, donc 
on a un MPF inactif. En fin de phase G2, on a ce MPF qui est inactif, et on l’appelle alors pré- 
MPF. 

Cdc25 = phosphatase est séquestrée dans le cytoplasme. Pendant la phase S, est piégée dans le 
cytoplasme, puis elle va passer dans le noyau à la fin de la phase S, car elle va se lier à des 
protéines qui auront été modifiées dans les régulations post-traductionnelles. Juste avant la 
phase N, elle va être phosphorylée par la polokinase. Elle va déphosphoryler le MPF, la 
thréonine 14, et la tyrosine 15. Il reste la thréonine 161 qui reste phosphorylée. On a alors bien 
le MPF actif. 

Après, quand on est passé en phase M, il va falloir désactiver le MPF, désactiver la cdc25, et 
on a la pp2a phosphatase qui va déphosphoryler la cdc25. Wee et myt vont phosphoryler tyr 15 
et thr 14. 

Entre temps, pendant un temps intermédiaire, le MPF est actif, il va donc phosphoryler cdc25 
en un site différent de la polokinase, qui va encore plus activer cdc25. 
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//finir schéma, voir photos. 

La cycline B doit disparaître en phase N, elle va être dégradée par le système APC : anaphase 
promoting complex. Ce complexe contient une ibiquitine ligase qui va modifier la cycline B 
qui sera alors prise en charge par le protéasome. 

a) Conséquences du MP F actif 

Il aura eu le temps de phosphoryler des protéines qui interviendront dans la condensation du 
chromosome, comme les histones, H1 et H4. Les amines nucléaires vont être phosphorylées, 
donc on aura désorganisation de la membrane nucléaire. Il va aussi phosphoryler des protéines 
associées au centrosome et microtubules : reconstitution du fuseau mitotique. Et il a stimulé 
l’APC par phosphorylation. 

Donc condensation des chromosomes, désorganisation de l’enveloppe nucléaire, réorganisation 
du cytosquelette, assemblage du fuseau mitotique, accrochage du chromosome à lui, 
réorganisation du golgi et du RE, 

Ensuite, on dégrade le MPF, et on sort d la mitose. 

b) Surveillance 

Il y a des points de surveillance qui contrôle les transitions. Les signaux peuvent être des 
cassures des brins d’ADN, des problèmes au niveau de la fourche de réplication, la cellule dit 
de rester en G2 pour corriger, ne pas entrer en M. La cdc25 sera inactivée par d’autres protéines, 
et ce sont des sérines-kinases. On a la chkl et la chk2 qui sont des sérine-kinases, et qui vont 
phosphoryler la cdc25, et qui vont la séquestrer dans le cytoplasme. 

P21 est une protéine qui joue un rôle important dans les cancers, et notamment du sein. Elle va 
inhiber cdkl, ou CAK, par interaction. Avec ces 2 contrôles, la cellule n’entre en phase M que 
si elle a tout ce qu’il faut pour y entrer. 

5. Régulation transitionnelle de Gl/S 

3 types de cyclines qui interviennent dans la régulation : 

3 cyclines D 
La cycline E 
La cycline A 

Ces cyclines vont inhiber un inhibiteur. Elles vont empêcher un facteur (Rb) d’interagir avec 
un autre facteur E 2 F, pour libérer E 2 F, qui, seul, va pouvoir stimuler l’expression des gènes 
indispensables à la synthèse d’ADN. 

Les cyclines D se lient à 2 cdk, la cdk4 et la cdkô. En plus, elles interagissent avec la petite 
protéine nécessaire, la pl5. Les cyclines D sont inexistantes au début de G 1, et l’expression des 
cyclines D se fait par un signal extracellulaire. C’est un facteur de croissance, qui va stimuler 
l’expression des cyclines. 

Association de la cycline D avec cdk4 ou cdkô. Ce complexe va prendre comme cible Rb et va 
le phosphoryler 2 fois. A ce moment, Rb change de structure. La Rb n’interagit plus avec la 
cdk4, mais avec un autre complexe, la cdk associée à la cycline E. On va alors phosphoryles 4 
fois Rb. Au tout début de Gl, E 2 F est piégé par Rb. 

DP est un cofacteur, qui se lie à E 2 F, et sera doublement phosphorylé par cdk2-cyclineA. Quand 
E 2 F est lié à DP, il est actif. Des protéines histones seront alors synthétisées. L’E 2 F actif va 
stimuler l’expression de la cycline A. C’est ainsi qu’on contrôle le système de sortie de phase 
S. 


Famille C TP/K TP : dans cette famille, on retrouve la p21 (wafl/CIPl). Ils vont former des 
complexes trimériques avec cdk2 et cycline E, et vont inhiber l’activité kinase par 
stœchiométrie. De plus, p21 contrôle d’autres enzymes qui interviennent dans la régulation de 
l’ADN. P21 agit avec ADN pol en inhibant PCN A. 

P16 (ink4) va se lier sur cdk4 et va empêcher la cycline D d’interagir avec la cdk4. TGF P 
stimule l’expression de la pl6. 

Déroulement Séquentiel de la Phase G1 



6. Exemple d’arrêt de cycle 

La protéine P53 est produite de façon constante mais elle est instable donc très vite dégradée. 
Elle se tétramérise et va se fixer sur des sites spécifiques de l’ADN. Elle ne pourra pas le faire 
en temps normal. Par contre, s’il y a un dommage au niveau de l’ADN, la stabilité de la protéine 
est augmentée. Elle va s’accumuler, et on va avoir une expression très importante de différents 
gènes, dont le gène p21 qui va inhiber la transition Gl-S. 

Pendant ce temps, la cellule va pouvoir réparer l’ADN. 

La mort cellulaire 
I. Définition et cytologie 

On a remarqué que des cellules mourraient de façon pas aléatoire, mais programmée. Dès 1964, 
on a su qu’il y avait régulation génétique de cette mort cellulaire. Donc on a donné le nom de 
mort cellulaire programmée. En 1972, on a donné le nom d’apoptose. On sait qu’elle a un rôle 
physiologique essentiel. Au cours de l’embryogenèse chez l’humain, on a une disparition des 
tissus entre les doigts, pour former les mains. De même, il y a des morts cellulaires pour créer 
des orifices du tube digestif. Elle intervient de plus dans le remodelage des os. Certaines cellules 
disparaissent au profit d’autres pour l’augmentation des capacités. On a aussi le phénomène 
d’homéostasie, certaines cellules se divisent, d’autres vont mourir, et de façon programmée. 
Certaines fois, cette apoptose se dérègle. Dans le cas d’une trop grande activation de cette mort, 
on a une mort cellulaire dégénérative des cellules nerveuses, comme dans les maladies 
d’Alzheimer, Parkinson, Huntington. L’infarctus du myocarde peut être dû à cette apoptose. Le 
sida en fait partie, des maladies du système immunitaire aussi. Il existe des cas où l’apoptose 
peut être inhibée, comme dans le cas de cancers, ou les cellules empêchent cette apoptose. Dans 
le cas de maladies auto-immunes, c’est la même chose. Le virus de l’herpès entre dans cette 
catégorie. 

La cellule en apoptose va se contracter. On aura une condensation de la chromatine. L’ADN va 
se couper. On aura une fragmentation du noyau. On n’altère pas du tout les organites. On aura 
alors un phénomène de bourgeonnement, qui va conduire à la formation des corps apoptotiques. 
Il n’y a pas de libération de cytoplasme. Tout le cytoplasme est maintenu dans les vésicules. 
Donc il n’y a pas de phénomène inflammatoire. Ces corps apoptotiques seront reconnus par le 
système immunitaire, et seront dégradés. Des protéines et des lipides se retrouvent dans le 
milieu intérieur. Ce qui est à l’intérieur de la membrane plasmidique se retrouve à l’extérieur. 
Il est facile de mettre en évidence ce phénomène. 

Les ADN seront coupés entre les nucléosomes, par une endonucléase, donc on aura des ADN 
qui feront la taille de 2 tours du nucléosome. Mais il est possible que certains inter-nucléosomes 


soient épargnés. Donc on aura des ADN d’un multiple de 1 15 paires de bases, et non plus un 
ADN de très haut poids moléculaire. 

En analysant l’ ADN, on peut voir si les cellules sont en apoptose. 

Une cellule en nécrose, qui va mourir mais qui ne subit pas d’apoptose va gonfler, on aura une 
destruction des organites et explosion de la cellule, rupture de la membrane plasmique. On a 
une libération incontrôlée du contenu du cytoplasme, et réaction inflammatoire. 

II. Mécanismes moléculaires 

Il faut un signal inducteur de l’apoptose, et il faut des enzymes particulières, qui sont des 
caspases, des protéases. La caspase dans la cellule existe sous fonne de pro-caspase, inactive. 
Elle sera alors activée par un signal, pour devenir une caspase active. Elle activera alors une 
autre pro-caspase. 

On a donc 2 types de caspases, les premières, les caspases initiatrices, et les secondes, les 
caspases effectrices, qui vont dégrader les substrats qui conduisent à l’apoptose. 

Un signal extracellulaire ou intracellulaire ? Un signal peut venir du noyau, qui signale que 
l’ADN a un problème, l’ADN est défectueux. Un signal peut venir de l’extérieur, par exemple 
une irradiation. Un signal intérieur peut venir d’un défaut de cycle. Il y a aussi des récepteurs 
cytotoxiques ou de mort cellulaire. Ces signaux qui se fixent sur ces récepteurs sont des ligands 
particuliers, ils appartiennent à la famille TNFa. 

C. elegans : Caenor habiditis elegans : 1090 cellules. On a recherché des mutants qui empêchent 
la mort cellulaire. Les gènes sont les suivants : ced (C. elegans death) 3, ced 4 et egl 1. S’ils ne 
s’expriment pas, on a inhibition de l’apoptose. Ces gènes sont donc des inducteurs d’apoptose. 
Un deuxième type de mutants, ced 9, quand il est surexprimé, entraine une inhibition de 
l’apoptose, une survie de la cellule. Si le gène est muté, l’individu vit, mais très mal. Ced 9 est 
donc un inhibiteur de l’apoptose. Egl 1 intervient dans l’induction de l’apoptose. Ced 3 et ced 
4 sont là pour exécuter l’apoptose. Ced 9 va inhiber ced 3 et ced 4. On s’est aperçu aussi que 
elg 1 peut inhiber ced 9. La mort de la cellule ne tient qu’à une question de dosage. 

On a essayé de décortiquer au niveau structure, et on s’est aperçu que ced 3 est une caspase 
initiatrice, et ced 4 est un adaptateur. 

Chez les mammifères, on s’est aperçu que egl 1 est un gène pro-apoptotique. Ced 9 est 
l’équivalent chez les mammifères des gènes anti-apoptotiques. Ced 3 est l’équivalent des 
caspases, et ced 4 est l’équivalent d’Apaf 1 (apoptose protéase activating factor 1) chez les 
mammifères. 

Les caspases 

Ce sont des protéases, qui ont dans leur site catalytique une cystéine, et ils coupent dans le 
substrat au niveau d’un acide aspartique. Ils sont très conservés au niveau de l’évolution, et 2/3 
des caspases sont impliqués dans l’apoptose. Elles sont présentes sous forme de pro-caspases : 
une grande et une petite sous-unité. On retrouve cette structure aussi dans les caspases activées 


Les pro-caspases initiatrices ont dans leur co-domaine des structures particulières, des 
(death effector domain) et des CARD (caspase recrutment domain). 

Les caspases effectrices (4) ont un petit bout qui va disparaître. Elles n’ont pas d’aide. 
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Ces signaux recrutent les caspases initiatrices. 


Voie extracellulaire 

Le TNF a va sur son récepteur, le récepteur Fas L va sur son récepteur. Le ligand se fixe sur 
ses récepteurs, et on a alors une trimérisation des récepteurs. Les 3 récepteurs vont se coller les 
uns aux autres. Ils ont un domaine particulier qui s’appelle le domaine DD (death domain). Le 
domaine de mort va être reconnu par l’adaptateur. L’adaptateur est un domaine DD qui 
reconnaît DD, et qui a à son extrémité un domaine DED. 

On peut alors fixer une pro-caspase (DED + caspase 8 ou 10). Elles seront proches les unes des 
autres, et on aura alors une auto-protéolyse. On va alors pouvoir former un dimère, que l’on 
connaît, le dimère caspase 8. 

C’est la caspase initiatrice qui est active. Elle va dégrader les pro-caspases effectrices, tout 
d’abord la 3, puis la 3 va dégrader la 6, qui va dégrader la 9. Elles vont alors dégrader ce qui 
devra l’être dans la cellule. C’est là que le virus de l’herpès interagit, il va produire une protéine 
qui va piéger le FADD (adaptateur), il n’y aura plus d’adaptateur, la pro-caspase 8 ne sera 
jamais recrutée. 

Voie intracellulaire (mitochondriale) 

Le stress oxydatif, la faible ressource en métabolites et certains médicaments stimulent cette 
voie. Un signal arrive sur la mitochondrie, et on a une libération de cytochromes C à partir de 
la mitochondrie. On aura alors une interaction entre Apaf 1 et le cytochrome C. 



Apaf 1 


Apaf 1 

Quand le récepteur du TNF a se dimérise, on appelle ça le DISC (death inducing signaling 
complex). 

La voie extracellulaire, à un moment donné, va stimuler la voie intracellulaire, pour que la 
cellule devienne apoptotique, il faut une amplification du signal par la voie mitochondriale. 

La caspase 8, impliquée dans la voie externe, va dégrader Bid. Cette protéine là va, lorsqu’elle 
est maturée, va stimuler la sortie de cytochrome C de la mitochondrie. En parallèle, d’autres 
protéines interviennent, ce sont les protéines Bax et Bad, qui elles aussi vont participer à la 
sortie de cytochrome C. 

Si on a altération de l’ADN, on a altération de p53. P53 va stimuler l’expression de protéines 
pro-apoptotiques : Bid, Bax et Bad. Au niveau de la mitochondrie, on a ouverture de pores de 
transition de perméabilité (PT) sur la membrane. Les PT existent naturellement dans la 
mitochondrie. Des protéines sont impliquées dans ces réactions. 

Les protéines Bad et Bax, ne sont normalement pas en assez grand nombre dans la cellule pour 
être en quantité suffisante, mais ils peuvent faire des pores sur la mitochondrie s’ils sont en 
assez grand nombre. Ils peuvent s’associer entre eux pour fonner un pore. Ils peuvent aussi 
interagir avec les protéines des pores pour les garder ouvert. On a alors chute du potentiel de 
membrane, et on a re-largage de petites molécules comme le cytochrome C, ou d’autres 
molécules, comme AIF (apoptosis inducing factor). La mitochondrie gonfle, on peut avoir 
rupture de la membrane et libération de ces facteurs apoptotiques. 

Conséquences 


On a un grand nombre de caspases en jeu dans l’apoptose. Les caspases effectrices vont 
dégrader des substrats, qui sont des protéines du cytosquelette comme l’actine, des protéines 
anti-apoptotiques comme des Bel 2, un inhibiteur d’une endonucléase : I-CAD (inhibitor- 
caspase activated DNase). On a aussi des protéines impliquées dans le cycle cellulaire, comme 
la protéine RB, et p21. Enfin, des enzymes impliquées dans la réparation de l’ADN. Les 
caspases font tout pour dégrader ce qui pourrait réparer. 

III. Régulation des voies de signalisation de l’apoptose 

Dans les cellules normales, l’apoptose n’agit pas sauf dans des cas physiologiques particuliers. 
Il y a un contrôle très fin, et il faut un effecteur et un inducteur de l’apoptose. On a des protéines 
anti-apoptotiques comme Bcl2, Bc1-Xl. On a des protéines pro-apoptotiques : Bax, Bad et Bid. 
Elles ont un domaine BH3, alors que les anti-apoptotiques ont des domaines BHi et BH4. 

Ca se complique car ces protéines agissent sous fonne de dimère. Elles peuvent se dimériser 
entre elles, ou avec des protéines d’une autre famille. Tout est question d’équilibre. 

Les phénomènes de régulation sont réversibles, mais dès que les caspases effectrices sont 
actives, c’est un point de non retour, la mort est irréversible. 

Il existe aussi des protéines inhibitrices de l’apoptose, les IAP (Inhibitor apoptosis protein). On 
a des inhibiteurs des caspases 9 ou 3. 

IV. Les pathologies 

On retrouve souvent dans les cancers des mutations de ces gènes, ils induisent une diminution 
de l’expression des protéines Bax et Bad, et une augmentation des maladies dégénératives. Bcl2 
(Break cluster localization), se retrouve muté par mutation nulle, il disparaît. C’est un site de 
coupure d’une région particulière de l’ADN. 

Il y a quand même de la mort cellulaire qui est indépendante des caspases, mais ça passerait par 
une enzyme de réparation, la PARP (poly ADP ribose polymérase). Quand elle est associée à 
des cofacteurs particuliers, elle va induire une condensation de la chromatine, et une mort 
cellulaire. 


Chapitre 1 : Histologie 


Étude d'organismes entiers, d'organes, ou de tissus à l'échelle de la microscopie électronique ou 
photonique. 

On doit respecter 3 impératifs : 

On veut des préparations permanentes, figées, dans un état morphologique le plus proche 
possible de l'état vivant. Pour répondre à ce premier impératif, on va devoir faire une fixation. 
On va devoir débiter notre spécimen en coupes minces. 

On doit visualiser les structures, car la plupart des composés sont incolores à la lumière 
naturelle. On a recours soit à des colorations, soit à des réactions colorées. 


V. Préparations histologiques 
A. Fixation 

A chaque étape, on verra le but et les moyens disponibles. 

Le but est de figer les tissus dans un état le plus proche possible de leur état initial, en s'opposant à 
l'action bactérienne et à l'autolyse cellulaire. Un autre but est de s'opposer aux déformations 
mécaniques subies par les tissus dans les étapes ultérieures des traitements. 

Les moyens que nous allons utiliser pour cette fixation sont l'utilisation de fixateurs chimiques. Pour la 
fixation de tissus animaux, on a 2 grands fixateurs chimiques : le Bouin et le Carnoy. 


Le Bouin est composé d'une solution aqueuse saturée d'acide picrique, de formol à 40%, et d'acide 
acétique à 0,5%, dans les proportions suivantes : 7 volumes d'AP, 2,5 de formol et 0,5 d'acide acétique. 

Le Carnoy est composé de Chloroforme, d'alcool 100, et d'acide acétique, dans les proportions 
respectives : 3/6/1. 

Quand on utilise ces fixateurs, ensuite il faut les éliminer. En ce qui concerne le Bouin, le temps de 
fixation est très long. En effet, elle peut prendre plusieurs jours. Il va donc être difficile à éliminer. On 
va donc devoir rincer autant de jours que de jours de fixation. Pour cela, on rince à l'eau courante 
pendant plusieurs jours. On arrête quand l'eau est limpide. Le problème est que l'on hydrate les 
organes, qui vont pouvoir être détériorés. Pour éviter cela, on refait des rinçages, mais cette fois à 
l'alcool (70 puis 95 et enfin alcool 100). 

Pour le Carnoy, la fixation dure une à deux heures. Il n'y a rien qui va perturber les étapes ultérieures 
dans le Carnoy. Il n'y a pas d'eau dans le Carnoy, donc si on rince à l'eau, on va hydrater les organes, 
pour devoir les déshydrater ensuite. Donc aucun intérêt. Le rinçage se fait donc à l'alcool 100. 

On utilise l'un ou l'autre en fonction de la taille des organes et de la densité des tissus. Le Carnoy est 
un fixateur qui a pour propriété de pénétrer lentement, mais de fixer rapidement. Comme il pénètre 
lentement, on ne l'utilise pas sur des tissus denses. On l'utilise sur des tissus petits, peu denses ou 
constitués de beaucoup de tubes. Le Bouin pénètre quand à lui rapidement, mais fixe lentement. On 
l'utilise donc quand on doit fixer des tissus denses, de type muscle, cerveau... 

Quand on a terminé la fixation, en faisant les rinçages, on amorce la 2 ème étape : la déshydratation. 

B. La déshydratation 

Le but de cette déshydratation est de s'assurer que toute l'eau est éliminée. Toute cette eau doit être 
éliminée pour permettre l'inclusion des organes dans la paraffine. Quand on termine nos rinçages à 
l'alcool, la déshydratation se poursuit par des bains d'alcool, on fait donc 2 bains d'alcool 100 pendant 
1 heure chacun. 

C. L'inclusion 

Le but est d'imprégner entièrement le prélèvement de paraffine fondue, pour parfaire sa rigidification, 
pour pouvoir le couper. Il faut inclure dans de la paraffine fondue. Mais elle ne fond qu'à partir de 
56°C. Elle ne doit donc pas passer en dessous de cette limite pendant l'inclusion. De plus, elle n'est pas 
miscible dans l'alcool. Elle ne peut donc s'infiltrer partout dans l'alcool. On va devoir trouver un 
substitut à l'alcool, et on fait donc un bain intermédiaire qui va être fait une heure dans le butanol 
froid (température ambiante), et une autre heure dans le butanol à 56°C. 

Techniquement, le bain de butanol chaud, se fait en remplissant de moitié le pilulier, on le referme, et 
on le met dans l'étuve pendant 1 heure. 

Le butanol va alors remplacer l'alcool, et la paraffine est miscible dans le butanol. Cependant, il faut le 
faire progressivement. On va donc faire une pré-inclusion, dans un bain butanol paraffine (50/50) 
pendant 1 heure. Pour cela, on laisse le pilulier dans l'étuve, et on rajoute la paraffine à l'œil. Donc 
pendant une heure, la paraffine commence à remplacer le butanol. On reste sous la hotte. Puis on 
remplace le premier bain par un bain de paraffine pure pendant 1 heure. Enfin, on refait un bain de 
paraffine pure pendant 1 heure. 

1. Arrêts 

Quand on attaque ce protocole, on peut s'arrêter à 2 endroits : 

Après le bain de butanol froid 

Après le dernier bain de paraffine pure (en sortant le pilulier de l'étuve) 


2. L’inclusion réelle 

C'est la confection d'un bloc, cette confection du bloc se fait sur la paillasse avec les barres de Leuckart, 
et en blocs de paraffine. 

D. Coupe 

Les coupes vont se faire à l'aide d'un microtome, et pour avoir de belles coupes, il faut qu'elles fassent 
5 pm d'épaisseur. On doit, avant de le découper, tailler le bloc en forme de pyramide. Il faut que les 
surfaces soit bien lisses, et que les faces coupées opposées soient parallèles. 

Quand on a un ruban de coupes, on le dépose sur une lame. Pour qu'il adhère, il va falloir le coller, à 
l'aide d'une préparation d'eau albumineuse, qui est constituée d'un mélange albumine-glycérine, 
d'eau et il faut lui ajouter de l'hydroxybenzoate de méthyle, dans les proportions respectives 
suivantes : 10/89/1. 

L'albumine-glycérine vient d'un mélange à fabriquer d'albumine d'œuf et de glycérine (10/10). On 
prélève de cela les 10 mL à utiliser pour le mélange. 

On étale ensuite l'eau albumineuse en une large goutte sur la lame, et sur cette goutte, on étale le 
ruban de coupes (3 ou 4 coupes max). Pour défroisser le ruban de coupe, on rajoute sur notre 
préparation quelques gouttes d'eau distillées. 

Enfin, on pose le tout sur une platine chauffante, mais ne pas attendre que tout le liquide soit évaporé. 
On attend cependant que les coupes se détendent, que la paraffine devienne grisâtre. On va ensuite 
retirer l'excédent de liquide avec du papier absorbant, et si la préparation n'a pas été assez chauffée, 
la préparation reste sur le papier absorbant. 

Il faut ensuite attendre que les échantillons sèchent pendant environ 24 heures à 37 degrés au 
minimum. 

E. Coloration ou réaction colorée 

Les colorants dont nous disposons sont dits aqueux. Ce sont donc en fait des poudres que l'on met en 
solution avec de l'eau. Il faut donc que notre préparation soit hydratée pour que les colorants fixent. 
Cependant, nos prélèvements sont entourés de paraffine. Il va donc falloir réaliser un déparaffinage. 

1. Déparaffinage 

On utilise un produit, solvant de la paraffine : l'histolemon. Cependant, il ne faut pas utiliser ce produit 
avec les doigts mais avec des pinces. Mais notre échantillon est déshydraté. Il faut donc l'hydrater 

2. Hydratation 

On descend la gamme des alcools, en rinçant la lame à l'alcool 100, puis 95, puis 70, et on finit par 

l'eau. Pour faire toutes ces étapes, on va utiliser une batterie de Borrels. Il ne faut pas sécher la lame 

entre les différents bains. 

3. Coloration 

On utilise alors plusieurs colorations possibles : 

1) Coloration au trichrome : coloration simultanée, le trichrome est un mélange de 3 colorants 

2) Coloration bleu de toluidine-éosine : coloration successive, le bleu colore les structures 
spécifiques, le reste est coloré par l'éosine (colorant de fond) 

3) Coloration à l'érythrosine-bleu de toluidine 

4) Coloration au nitrate d'argent-vert lumière 

5) Coloration au bleu alcian-éosine 

Quand on fait des colorations, il y a 2 types : 


Coloration anatomique : met en évidence la structure de l'organe 


Coloration histochimique : un composé que l'on utilise dans la coloration réagit avec un 
composé du tissus, on révèle alors la présence de certains composés au niveau des tissus. On 
ne voit pas les structures ici. On fait donc en général une coloration anatomique parallèlement 
à celle-ci. 

Propriétés des colorants : 

Bleu de toluidine-éosine : on va voir les nucléoles, le réticulum, les corps de Nissl en bleu, et le reste 
(cytoplasme...) est coloré par l'éosine. 

Le trichrome colore les noyaux en rouge, le cytoplasme en vert à rouge orangé (suivant le pH), les 
bordures en brosse sont en vert-bleuté. 

Erythrosine-bleu de toluidine colore les noyaux en bleu violacé, et des parties de cytoplasme basophile 
apparaissent en bleu. Le cytoplasme acidophile apparaitra en rose. 

Nitrate d'argent-vert lumière colore en noir les dépôts calciques. Tout le reste sera en vert. 

Bleu alcian-éosine colore en bleu les mucopolysaccharides acides, et le reste en rose. 

Quand on utilise des colorants successifs, entre chaque colorant, il faut faire un rinçage à l'eau distillée. 
Pour le nitrate d'argent-vert lumière, l'étape nitrate d'argent doit être faite en lumière vive, il faut 
éclairer la cuve contenant les lames. Le nitrate d'argent est une préparation qui se fait au moment où 
elle s'utilise. 

F. Montage de la préparation 

Le but est de permettre l'observation, mais le montage est utile aussi pour la conservation des 
échantillons et des coupes. On utilise alors le Baume du Canada. Cependant, ce baume a des 
contraintes : il est hydrophobe et donc l'échantillon ne doit pas être hydraté, de plus, il n'est pas 
miscible à l'alcool. Donc on ne l'utilise pas directement après la coloration. Il faut donc déshydrater 
nos échantillons. 

1. Déshydratation 

On fait l'inverse de l'hydratation, avec des bains consécutifs : eau, alcool 70, 95 et 100. Il faut en plus 
retirer l'alcool 100, en faisant la dernière étape 

2. Bains d’histolemon 

L'histolemon est miscible avec l'alcool, et avec le baume du Canada. 

On retourne ensuite une lamelle en verre recouverte du baume sur la préparation. On peut alors faire 
nos observations, mais la préparation n'est pas sèche. Il faut alors laisser sécher pendant au minimum 
24 heures à 37°C. 

G. Matériel biologique 

1. Prélèvement 

Le prélèvement se fait directement sur souris mortes. On s'intéresse aux organes suivants : 

Rein 
Intestin 
Trachée 
Cornes utérines 
Yeux 

La dissection se fait ventralement. On l'épingle donc bien étirée dans la boite de dissection. Il faut être 
rapide. On ouvre de la ceinture scapulaire au menton. 


Il faut des épingles, des pinces, une sonde cannelée, des ciseaux. 


On dégage ensuite la peau, la paroi abdominale, puis on prélève les organes : 

a) L'intestin 

Tube long, souris à jeun. Il est rattaché par du mésentère. Il faut le dérouler avec 2 pinces. Puis on va 
faire un petit boudin avec cet intestin. 

Fermer tout de suite 


Attendre la coloration avant de faire la ligature. 


pour colorer. Penser à la commodité d'insertion de la seringue. On fait alors un 
boudin de Carnoy, en le gonflant avec la seringue. On retire ensuite la seringue, et on ligature 
l'échantillon. 

Puis on coupe aux extrémités, et on le met pendant /2 heure dans le Carnoy. Une fois que la fixation 
est bien entamée, on vide le Carnoy, on sort le boudin, et on le débite en morceaux. Ensuite, on le 
remet dans le Carnoy. 



On utilise du Carnoy 


b) Les reins 

Ils sont situés dans la partie dorsale de la souris, à moitié de corps, mais il faut basculer l'intestin. On 
l'aura coupé, donc on peut tout enlever de l'intestin. On récupère alors les reins, on enlève le tissu 
adipeux, et on va alors les fixer. On utilise encore le Carnoy. On fait, en tenant le rein à la pince, une 
coupe transversale du rein. On aura alors 4 morceaux de reins par souris. Le Carnoy va vitre être souillé, 
donc au bout d'Zi heure, on peut changer le Carnoy. 

c) Les cornes utérines 

Il faut les dégager, les prélever, et on va essayer de faire des prélèvements que l'on boudinera, et 
d'autres que l'on ne boudinera pas. On utilise du Carnoy. Elles sont elles aussi emballées dans du tissu 
adipeux. 


d) La trachée 

Quand on va ouvrir la souris, on va trouver 2 grosses glandes salivaires devant la trachée, avec du tissu, 
donc il faudra écarter le tout. Il y a encore du muscle avant la trachée, donc on retire les muscles. Enfin, 
on accède à la trachée, tube blanchâtre. Chez la souris, comme chez l'homme, la trachée n'est pas très 
longue. Il faut en dégager le plus possible. Cependant, elle se rétracte une fois coupée, il faut donc 
bien maintenir la trachée pendant les coupes. 

Quand on prélève la trachée, on ne peut prélever que de la trachée, donc pendant l'observation des 
coupe, attention, on peut avoir tout ce qu'il y avait autour. 

e) Lesyeux 

Il faut dégager la boite crânienne. On va ouvrir la boite crânienne, retirer peau et cerveau, et récupérer 
les yeux. 


Les séances de TP sont réparties de la façon suivante : 


1) TPI : Séance de prélèvement : 2h. On va jusqu'au premier bain d'alcool. Les autres bains, 
jusqu'au butanol seront fait par Mme Altemayer. 

2) TP2 : Inclusions et coupes : il faut réfléchir au nombre de coupes en fonction des colorants que 
l'on va utiliser, et aux colorants à utiliser. Travailler préalablement en recherche de structure 
des organes. 

3) TP3 : Coupes : il ne doit normalement en rester que très peu. On peut donc commencer à 
Colorer. 

4) TP4 : Colorer (Nitrate d'argent) 

5) TP5 : Fin colorations. Observation. 

6) TP6 : Séance en libre service pour faire à fond les observations. Possibilité d'extension. 

Note d'histologie Orale seulement. Examen de TP à la dernière séance. On tire un organe au hasard, 
on a 10 minutes pour présenter la structure de l'organe, le protocole, et les colorations. Introduction, 
spectacle, remplir les 10 minutes, pas plus, bien ficeler, arriver en sachant pourquoi on a fait tel chose, 
avoir un esprit critique, dire j'aurai mieux fait de faire telle ou telle chose. 



